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PODER 



32 de mayo de 2002 los Poderdantes, don Juan Rencoret Holiey Cedula Nacional de 
H y don Mario Reyes Salinas, Cedula Nacional de Identidad 9.087.546-9 ambos 
'^Monseflor MuUer 10, Departamento B Comuna de Providencia de la ciudad de 
Santiago declaran per el presente otorgar a Ics senores Carey y Compania Umitada, sociedad de 
responsabilidad limitada constituida bajo las leyes de la RepubHca de Chile, domiciliados en calle 
Miraflores 222, piso 24. comuna de Santiago, Santiago de Chile, y a los abogados del estudio Carey y Cia. 
Limitada Sres. Jorge Carey Tagle. Rafael Vergara Gutierrez, Diego Peralta Valenzuela y Guillermo 
Carey Claro. del mismo domicilio anterior un poder especial tan amplio y bastante cual por derecho sea 
necesario para que, conjunta o separadamente, recaben ante las oficinas y autoridades que correspondan 
en la Republica de Chile el registro de toda clase de signos distintivos, marcas comerciales 
denominativas, mixtas o etiquetas. patentes de invencion sean estas de productos o procedimientos, 
patentes de semillas y plantas, modelos de utiHdad, disefios industriaies, invenciones de servicio, 
derechos de autor, registros y autorizaciones sanitarias. farmaceuticas, aduaneras, y nombres de dominio 
y cualquier otro privilegio industrial (en lo sucesivo "Los Derechos"), a cuyo efecto los faculta para 
realizar ante dichas autoridades todas las gestiones necesarias al cumplimiento del objeto indicado, sin 
que la enunciacion siguiente sea restrictiva o limitativa sino meramente enunciativa: a) presentar 
solicitudes de registro, cesion, transferencia y/o anotacion de cambio de nombre. de contratos de licencia 
y otras, formular descripciones. efectuar declaraciones, y enmendar dichas soHcitudes, descripciones y 
declaraciones; b) deducir reclamaciones, reconsideraciones, apelaciones, quejas y todos los demas 
recursos que la ley franquea; c) abonar tqdos los impuestos, cuotas, gastos y cualesquier otros pagos 
determinados por la Ley; d) oponerse y protestar contra cualesquiera soHcitudes que, a juicio de el o los 
apoderados, pudieran prestarse a confusion o infringir o de cualquier otro modo peijudicar Los Derechos 
0 intereses de los Poderdantes, con facultad. asimismo, a su discrecion, para renunciar a gestiones 
judiciales. entendi^ndose que este poder los faculta para representar a los .poderdantes en juicio, para 
iniciar, proseguir y contestar querellas criminales y/o juicios dviles desistirse, transar, comprometer, 
interponer toda clase de recursos y desistirse de eUos y percibir; e) comprar, adquirir, aceptar y transferir 
a cualquier titulo Los Derechos. y transferir los de prdpiedad de los Poderdantes a terceros, estipular 
precios. plazos y demas condidones; 0 convenir contratos de Ucenda de privilegios industriaies sobre Los 
Derechos como Hcenciante o licenciatario, pudiendo establecer derechos para elaborar, disponer la 



, preparar, envaaar, distribuir y vender o disponer la distribudfin o venta a travea de un 
^ffsolidtar la anotacion y/o registro de dichos contratos. estipular predoa. derechos, plazoa y 
' oondiciones; g) convenir acuerdos de limitacidn y/o espedficacion de derechos de propiedad 
austrial y/o intelectual; h) recibir y retirar documentos y valores de todo tipo a nombre de los 
poderdantes; D justificar explotaciones. hacer modificaciones en todos los documentos preaentadoa: 
solidtar testimomos, desistirae de procedimientos; cobrar y perdbir. 

Finalmente. los faculta para practicar todos los actos, gestiones y diligendas necesaiios a los 
fines expresados. pudiendo asinusmo delegar este poder en todo o en parte y revocar delegadones. 
son la obligad6n de tener por firme y vfilido todo cuanto se hideie y, practicara en virtud de este 
poder. 
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MEMORIA DESCRIPTiVA 



La presents invencidn describe una composici6n bactericida, bacteriostStico 
y funguicida en polvo en base a la coexistencia, cohabitaci6n y repulsi6n mutua de 
dos o mds especies vivas de Trichodemia y su procedimlento de preparaci6n. 

La composicidn de la presente Invenci6n permite un control funguicida y 
bacterial sobre la mayoria de los fitopat6genos de importancia agrfcola a nivel 
foliar, radicular, vascular y/o en frutos. Adem^s es un producto soluble en 
cualquier tipo de agua, utilizandose para un tratamiento curatlvo y/o preventive 
tanto en semilla, plantas, ^rboles ornamentales y/o frutales, frutos y o tierra. 

Las especies de Trichoderma fueron descubiertas a fines de los anos 1 940 
y desde ese momento se ha estado explorando su potencial como hongo 
antagonista de hongos fitopatogenos. Actualmente se conocen mas de 400 
especies de Trichoderma, las cuales son de facil aisiamiento. pero de diflcil cultivo. 

La actividad antagonista por espacio y nutrientes frente a hongos 
fitopatdgenos e inclusive frente a especies de Trichoderma, raz6n por la cual no 
existen mezcias de dos o mas especies de Trichodermas vivos, esta ampliamente 
documentada tanto en Europa como en centres de investigacion Americanos. 

El desarrollo de Trichodemria hasta ahora esta frenado debido a la 
imposibilidad de encontrar una t6cnica que permita su cultivo masivo y debido a 
que solo puede existir una especie de Trichoderma por cultivo. 

La forma actual de obtener una especie de Trichoderma a la fonna de 
esporas. se realiza mediante el cultivo fennentativo en bioreactores. para 
posteriormente llofilizar y filtrar la materia obtenida por un tamiz que deje pasar 
solo las esporas. La otra forma es inocular harinilla de trigo con una especie de 
Trichodemia y luego diluirio usando tierra de diatomeas y/o una matriz arcillosa. 
Estos dos m6todos son de baja productividad y no permiten por las caracterfsticas 
antag6nicas de las espedes de Trichodermas. la produccldn de dos o m^f^i 

1^ 
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Las especies de Trichodermas ejercen una actividad antagonica violenta frente 
a otros hongos incluyendo de su misma especie mediante el siguiente mecanlsmo: 



A. Liberaci6n de enzimas volditiles que desnaturalizan y digieren la estructura 
del hongo con el cual compiten. 

B. R^pido anclaje en el sustrato lo que permlte que las estructuras 
reproductivas del hongo (esporas) con el cual compiten no logren ser 
viables. 

C. Estableclmiento de una simbiosis con una planta o estructura vegetal viva a 
la cual microparasitan y liberan sustancias beneficiosas para el hospedador, 
generalmente micro trazas de acido giberelico y/o estreptomicina en el caso 
de existir en el hospedador una ataque bacteriano leve. 

Los preparados madres que existentes actualmente en el mercado 
internacional como nacional son obtenidos por crecimiento vegetative de una 
especie de Trichoderma sobre fase s6lida y/o agar papa dextrosa. Posterior a esto 
se realiza una inocuIaci6n en germen de trigo. paja, harinilla, tierra de diatomeas 
y/o matriz arclllosa. El producto formulado solo contiene esporas inactlvas de una 
especie de Trichoderma en un excipiente inerte generalmente tierra de diatomeas. 

Debido a las caracterfstlcas de su obtencldn debe mantenerse en una linea de 
frlo hasta su uso, de otra forma se desnaturaliza, pudiendo entrar en fase de 
descomposicidn rdpidamente. 

El producto obtenido por esta via solo puede ser usado en fase preventiva. ya 
que los prop^gulos de una especie de Trichoderma deben desarrollarse para 
comenzar a realizar su accibn antag6nica sobre pat6genos, el que generalmente 
es uno. a controlar. 

El. producto fomiulado al estar constituido por una especie de Trichoderma 
tiene un espedro de acci6n muy reducido sobre complejos de hongos 
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pa?3§enos. Y ademds si la pob!aci6n de fitopat6genos presentes es muy alta, el 
^vprbducto no es capaz de controlarlos pues la agresividad del fitopatogeno Impide 
el desarroilo de las esporas de Trichoderma, el cual es el princlpio actlvo del 
producto. 

La actlvldad de la especle de Trichoderma contenido en la formulaci6n del 
producto como principio activo, al ser apllcado en el campo se ve restrlngida tanto 
en su fase metab6!ica como crecimiento vegetative por factores ambientales, tales 
como el pH de agua, la tierra, la actlvldad de fungulcidas quimlcos, el vientos que 
lo deshidratan, etc., como tambl6n por la ubicacibn de los fitopatogenos a controlar 
teniendo nula accion sobre pat6genos radiculares y medulares y accion erratica* 
principalmente por las condiciones ambientales, sobre fitopatogenos de fruto y 
foilaje. 

El producto formulado de esta forma tiene cero accion sobre patologlas 
vasculares, pudiendo ser medlanamente efectlvo solo si se perfora los troncos 
para inocular el preparado a la fomia de baia y/o inyecci6n. 

En los Oltimos anos han surgido intentos por facliitar y masificar su uso, 
existiendo en el mercado mundial preparados que contienen una especie de 
Trichoderma en forma de balas, para enfermedades de tlpo vascular, que deben 
ser aplicadas post perforacion del tronco del arbol. con el consiguiente estres para 
el vegetal, junto con diseminar la enfermedad al retlrar la broca con la que se 
realize la perforacion del tronco y que actua como sonda a! ir inoculando territories 
sanos durante el proceso de penetraci6n y posterior retire de esta. 

El uso de esta formulacion esta restringido a especies arboreas y/o lenosas, y 
el m6todo no es aplicable a cultivos menores como lo son los hortofrutfcolas como 
por ejempio la remolacha. lechuga, frutillas, etc. 

Tambi6n existen composiciones que comprenden una de una especie de 
propAgulos de Trichodermas en solucion acuosa, la cual se deteriora r^pidamente 
dentro de un plazo de horas, aun en envases sellados. debido a la rdpid|.^^ 
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proliferacl6n de bacterias, otorg^ndole un blorpene^i ->-v^xxs^ 

pudricidn. El mismo olor .esta presente en preparaclones solldas cuya cadena de"^ 
frio fue rota. 

Las composiciones de Trlchoderma disponibles en el mercado comprenden 
una especie de Trichoderma. generalmente el Harziano en la forma de propagulos 
(esporas), no existiendo mezclas de dos o mds especies de Trichoderma 
cohabitando juntos en un medio de naturaleza bacterlclda y bacteriost^tico, debido 
a su naturaleza antag6nlca ya descrlta. 

Eri el estado de la t^cnlca no existen antecedentes que demuestren su uso 
potenclal en medlclna humana como veterinaria para el control de bacterias y/o 
hongos oportunistas. 

En el documento AU 8479301 se describe un la producci6n y el uso de 
enzlmas inducldas desde Trlchodermas y bacterias para el control de pestes de 
plantas y para procesos industriales. En este documento a diferencia de la 
presente invencion se utilizan bacterias para controlar bacterias. 

En el documento NZ 335107 describe Trichoderma celulasa aislada desde un 
cultivo de Trichoderma longibrachiatum con un peso molecular estimado de 95- 
105 kD. En este documento a diferencia de la presente invencion se obtienen 
Trichoderma longibratum y otras especies por via fermentativa y las Isoenzimas se 
encuentran contenldas en el caldo de cultivo y deben ser purificadas. a cada 
especie ie corresponde un fermentador individual ya que no cohabitan juntas. 

En ei documento US -2028500 se describe un proceso para la preparaci6n de 
nuevos medids de cultivo para plantas para su multiplicacion de bio-control 
fQngico. En este documento a diferencia de la presente invencion solo podrian 
llegar a vivir juntas dos o mas variantes de una misma cepa en restos 
fermentativos. 

En el documento CA 2304107 se describe un proceso para proveer 
impregnabilidad a la madera por medio de un pretratamiento con fungicos. En este 
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umentb a diferencia de ia presente invencion se identifies un metodo para 
!pri5teger ^rboles trangenicos del ataque de hongos, no de Insectos y bacterias. 

En el documento WO 0183706 se describe un pestlclda microblol6gico activo 
contra pat6genos fCinglcos de plantas y su procedlmlento de preparacion. En este 
documento a diferencia de la presente Invencion el producto es en base de 
esporas, micelio, o mezcia con caracterlsticas de funguicida usando solo 
Trichoderma harzianum YC459 ( accesi6n 0772BP). 

DESCRIPCI6N DE LA INVENCI6N 

En la presente invencion se describen composiciones que comprenden una 
combinacion de dos o mas especies de Trichodermas naturales o modificadas 
geneticamente, por metodos radiactivos u otra forma, cepas madre de especies 
y/o sub especies de Trichodermas de cualquler origen natural 0 de laboratorio, 
vivas y activas en cualquiera de sus fases de creclmiento vegetativo, esporas 
micelio. fraccionado o en distlntas proporciones. 

M^s especificamente en la presente invenci6n se describen composiciones 
que comprenden una combinacion de tres especies de trichodermas naturales 0 
modificadas geneticamente, por metodos radiactivos u otra forma, cepas madre de 
especies y/o sub especies de Trichodermas de cualquier origen natural o de 
laboratorio. vivas y activas en cualquiera de sus fases de creclmiento vegetativo. 
esporas micelio, fraccionado 0 en distintas proporciones. 

En la presente invenci6n se identifican y seleccionan las cepas de 
Trichodenna que presentan por separado un poder antagonico frente a un numero 
detenninado de hongos fitopatogenos de interes economico. La identificacion de 
las cepas madres se realize de acuerdos a los criterios que definen a cada 
especies contenidos en: "Moulds, their isolation, cultivation and 
identification". 1981, Dr. David Malloch, University of Toronto". De acuerdo a este 
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criterio las cepas selecciohaidas > fuer^^^ 
Longibratum y Trichoderma Harziaho. 

Posteriormente se procedi6 a cultivarlas en un bioreactor tradiciona! 
alimentado con glucosa - maltosa con fines de obtener una soluclon acuosa rica 
en secreciones pero pobre en biomasa de Trichodermas. Analisis quimicos 
permitieron determinar la presencia de iso enzimas llticas que corresponden a : 
Carboxymetilcelulasa, quitanasa, beta 1, 3 gluconasa, beta xylosldasa, xylanasa y 
6pentilalfa pirona. Establecida la presencia de las sustanclas anteriormente 
descritas, se realize un tamizado que permitid recoger las esporas presentes en 
este cultivo. 

Las esporas de estos hongos fueron cultlvadas en una serie de 
preparaciones de acuerdo a las indicaciones contenidas en el : "Moulds, their 
isolation.cultivation and identification", 1981 , Dr. David Malloch, University of 
Toronto, hasta llegar a aislar en frascos separados cada especie. 

Se establece la necesidad de mantener dos o mas especies vivas y 
cohabltando juntas, con el fin Ultimo de sinergizar su espectro de accidn frente a 
fitopat6genos, como tambi^n la necesidad de contar con altas concentraciones de 
las isoenzimas llticas ya descritas que le otorgarlan un poder curative al producto 
final, se comenz6 por selecclonar un medio de cultlvo s6Iido que permitlera el 
crecimiento armdnico y rdpido de dos o mds especies y que fuera capaz de 
absorber las secreciones liberadas por estas especies cuando se agredieran 
mutuamente y posteriormente cederlo en soluci6n acuosa. El medio seleccionado .{^ 
fue la avena, que para evitar la contaminacion, previamente se esteriliza y luego r ''3Sii 
se incorpora en el cultivo. , j . . 

Para evitar la aniquilacion de las especies al estar cohabitando juntas en el : 
cultivo. se realizo una transformacibn mediante la exposicion a radiacion de;:laj^ 
cepa de Trichodenna Longibratum, transformandola por selecci6n inducida en. una 
cepa resistente a las secreciones funguicidas que llberan las dos especies de 
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1. ^^;^^masfque contlene el producto final. Mas especlficamente, las especies' 
^^^^^s^de Trichoderma Longlbratum fueron sometidas a micro exposiciones de 



pSbalto durante 50 generaciones, obteniendose una cepa de caracteristicas 



El micro nutriente se selecclpna despu6s de haber ensayado con los 
distintos medlos y combinaclones poslbles de estos . La avena resulto ser el 
medio donde las dos o mas especies de Trichodermas se desarrollaron de 
manera mas eficiente, ademds que era capaz de contener y posteriormente ceder 
en soluci6n acuosa las Isoenzlmas Ifticas. 

La reall2acl6n del cultivo definitive se hace sobre una capa de avena 
levemente hidratada. la cual fue inoculada con una mezcia de dos o mas especies. 
La avena micronizada, es sometlda a esterilizacion por exposlcl6n controlada de 
microondas para evitar la degradacion de fructuosa contenida en su germen. 

La avena micronizada como micro nutriente cumple las siguientes 
funciones: 

Soporte ffsico: permite ai hongo crecer en su superficie. pudiendo 
establecer a simple vista la presencia de algun otro pat6geno no deseado o 
cambios mutigenos de estas especies no deseados. 

Soporte nutriclonai: Entrega a los hongos todos los requerimientos 
nutriclonaies para su desarrollo. 

Aislante termlco: Durante el proceso de crecimiento de los hongo se 
realizan una serie de reacciones exotermicas producto del catabolismo de estos y 
de reacciones que ocurren entre las distintas enzimas que liberan y el^ataque de 
estas a los azucares conteriidos en la avena. 

Solucion Tampbn: El producto final en solucion acuosa, actua como una 
solucion tamp6n, para aguas alcaiinas. 

Esponja: Durante Ja etapa de cultivo de las dos o m^s especies de 
Trichoderma. que dan origen al producto final, la avena es capaz de absorber las., 
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secreclones llticas que liberan los "TrichodenTia^^^rdutg^ 
antagonismo. Estas secreciones ahora contenidas en la avena, son de naturaleza 
hidrosolubles, por lo cual en solucl6n acudsa se integran a ella. abandonado ta 
matriz de avena casi en su totalidad. 

Regulador del intercambio nitro amonio en la estructura vegetal a proteger. 

Absorbente y transportador de las isoenzimas solubles en ague, que liberan 
las dos o mSs especies de Trichodermas a! agredirse mientras cohabitan el mismo 
espacio. 

Ademds at sustrato se incorpora extracto de Rubus» lo cual pemiite por un 
lado dar a la composici6n una condlci6n de bactericida bacteriost^tico, como 
tambi^n permite al cultivo estar libre de contaminaci6n por bacterias oportunistas. 
La adici6n de extracto hidroalcoholico de Rubus sp al micro nutriente, se reallza en 
una concentraci6n no Inferior a 0,68 mg/ml. 

Para aumentar aun mds su espectro de accldn se selecclona ai extracto 
hidroalcoholico de Rubus sp, cuyos componentes han demostrado una importante 
accion bactericida bacteriost^tica . El producto generado resulta de un poder 
funguiclda bactericida bacteriostatico por las secreciones aportadas y la activldad 
desarrollada por las especies de Trichodermas contenidas. La acci6n entomicida 
resulta de la invasibn al sistema digestive, respiratorio de larvas , ninfas , adultos 
y/o al infestar al huevo de distintas especies, tambi^n se ha reportado que ia 
accl6n entomicida se ve potenciada por el extracto hidroalcoholico de Rubus, que 
tiene caracterfsticas bactericidas bacteriostdticas. y por lo tanto tambi^n 
teratog^nicas para lbs Insectos que son expuestas a ellas, no siendo viable los 
huevos en contacto con estas sustancias y/o la ovipostura realizadas por hembras 
que tuvieron contacto con el producto en si. 

Ademis se pueden utilizar otros extractos vegetales. tales como: Oenothera 
rosea Aut., Alaysia triphylla (L. Herit) Brit.. Arenaria licopodioides Wiild. Ex SchdI. 
Y Erodium cicutarium (L.) L. Herit, Birsonima cassifolia, Citrus limonia 
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con otros hongos. incluyendo a los de su misma especie, como: 



i^lppjecte de Trichoderma, corresponds a hongos de tipo filamentoso, que 



harzlanum, viride, polysporum, longibratum, koningii, principalmente y variaciones 
de estas obtenldas en laboratorio identificadas como T22, Tr 1 1 5, Tr 1 16,KRL-AG2 
(Rrfai), incluyendo holoformas como Hypocrea, Podostroma, la mayorfa de las 
subespecies selecclonadas de acuerdo al grado de agresividad y capacidad de 
supervlvencia en condiciones de campo. Sin embargo lo que se desea proteger no 
es la combinacion de 2 o mas especies de Trichoderma, pues esta existe en la 
naturaleza, y en preparaciones de tipo comercial. sino que se desea proteger la 
combinaci6n de 2 o mis especies vivas de Trichodermas en cualquier fase de 
crecimiento vegetative, capaces de liberar enzimas liticas de repulsion, crecer 
juntas en un medio de cultivo y ser inmunes a las condiciones ambientales de tal 
forma que puedan ejercer su accion controladora por un plazo no inferior a un dia. 

Las especies que conforman la composici6n corresponden a subespecies 
seleccionadas por su alta adaptabilidad a las condiciones fluctuantes del medio 
ambiente, lo que les pennite mantenerse vivas, 

Mas especfficamente ias tres especies de Trichodermas seleccionadas 
con-esponden a Trichoderma Harziano, Trichoderma Viride y Trichoderma 
Longibratum. 

Las composiciones que comprenden las de tres especies de Trichodemias 
vivas se encuentran en las siguientes proporciones: 10:20:70 o 99:05:05. 

La composici6n corresponde al extracto hidroalcoholico de Rubus sp. y las 
secreclones especificas contenidas en el micro nutrients post crecimiento 
vegetative y metabolico de las especies de Trichoderma junto al Trichoderma vivo 
resistente a factores ambientales, las secreclones son capturadas por el m§todo 
descrito y posteriormente cedidas en soluci6n acuosa. 

La composicidn contiene a) enzimas liticas Carboxymetilcelulasa. Quitinasa, 
b1.3 gluconasa. b xylosldasa , xylanasa, b) alta cdncentracio'n de 6 pentil alfa , 
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pirona (lactona volatil que desprende un penetrante aroma' a- 9^^^^ 
de la concentraci6n de esta, que le da la caracteristica a nuestro producto), c) 
Estreptomicina y auxinas en micro trazas. (los metabolitos descritos en a y b son 
responsables a nivel ceiular de vacuo!aci6n, granu!acl6n. lisis y desintegracion de 
la c6lula expuesta a estas secreciones), d) una concentracion no inferior a 0,68 
mg/ml de principios actives adicionados en el extracto hidroalcoholico de Rubus 
sp-. que le otorgan el cardicter de bactericida y bacteriostatico 

La accion Bactericida y bacteriostatica de muy bajo espectro, esta descrita 
en varios trabajos (France.et al.2001; Stefariova M.1995 Fernandez. 2001) y se 
debe a la iiberacion bajo presencia de bacterias de estreptomicina, ejerGlendo una 
accibn sobre bacterias sensibles a la estreptomicina, los cuales representan un 
espectro muy pequefio, razon por la cual se le adiclono al cultivo el extracto de 
Rubus, que presenta un espectro de accion sobre bacterias muy alto, sin ninguna 
acci6n sobre hongos, con lo que se permite un crecimiento sin problemas del 
Trichoderma. 

El Trichodenna longibratum. previamente tratado con radioterapia, resulta 
inmune a las secreciones que liberan las especies harziano y viride. 

Estas secreciones se inactivan por la presencia de metabolitos que libera: . ^. ^. 

' ■ • *. *. . 

longibratum que cambian el pH del medio permitiendo la absorcion de estas pon • iw t^ 
parte de la avena. Estas enzimas son de tipo termolabiles y en la avena se. 
inactivan sin degradarse. Cuando el cultivo a llegado a maximo crecimientOf^^las-^fpl^ 
bandejas contenedoras de los hongos son cosechadas e inmediatamente diluidas; 
en sustrato que pennite una crecimiento mas lento del hongo y una dilucion de jas. 
enzimas que pudieran llegar a afectar las estructuras de los hongos durantej^^el.p^gg(v; 
periodo de envejecimiento del producto, -i^j^i^^r^^^^piJii 
Al estar en condiciones distintas a las del cultivo. como por ejemplp/tCgjpo.-{^^|^^ , 
producto ya envasado. la tasa de crecimiento decrece dram^ticamente. \ •>-h'^^-^^S7-i^'? 



^^^^^^^^ffespecies que conforman la composici6n corresponden a subespecies 
^^^^eScionadas por su alta adaptabilidad a las condlciones fluctuantes del medio 
^ ambiente, lo que les permite mantenerse vivas. Esta adaptabilidad le pemiite 
ejercer su acci6n antagonista frente a los hongos fitopatbgenos durante el lapso 
de 20 dfas. Las secreciones contenldas en el micronutriente, contenidas en una 
concentraci6n biol6gicamente activas, son de dos tipos: 

Funguicidas: Aportadas por Trichodermas y representadas principalmente 
por 6 pentilalfa pirona, carboxymetilcelulasa. quitinasa, beta 1,3 gluconasa, beta 
xylosidasa y 1,4beta xylanasa, que destruyen la estructura del hongo patogeno. 

Bactericida Bacteriost^tico: aportadas por el extract© hidroalcoholico de 
Rubus representada principalmente por los constituyentes quimicos pueden ser 
observados segun Costa (1994). acidos libres. sustancias p6pticas. acidos 
ascorbico. folico. ac^tico, caproico y benzoico. as! como. cumarinas. A esto debe. 
sumarse la estreptomlcina que liberan los Trichodermas en presencia de 
bacterias. 

Las secreciones contenidas; el micro nutriente y la biomasa de Trichodermas 
activas y vivas, debido a su amplio espectrb funguicida bactericida bacteriost^tico 
y entomocida ejercen acciones: 

Curativa: al mezclar el.producto en agua, el micro nutriente libera todas las 
secreciones contenidas en el. las que son solubles en agua, tambien los 
Trichodermas vivos y active en todas sus fases de crecimiento. Estas secreciones 
son funguicidas de mayor potencia que los derivados de las famiiias de fungicidas 
quimicos. Tambien el aporte de sustancias contenidas en el extracto 
hidroalcoholico de Rubus sp. otorgan las caracteristicas de bactericida 
bacteriostatico al producto formulado. 

La estructura madre de las lactonas (R=C2H5 y R=CH3) presenta dos sitios 
activos de uhldad biol6gica lo que permite una acci6n de contacto, pero tambi6n 
una accion translaminar, pudiendo llegar el centro de la hoja manteniendo un. 
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los insectos induciendo una par^lisis que provoca su muerte. Las otras 
secreciones liticas ya descritas afectan la estructuras de hifas y unidades 
reproductivas de los hongds, manteniendo una actividad sostenida por espacio de 
15 dfas antes de comenzar a degradarse. 



Los funguicidas tradiclonales tienen en sus mol6culas un sitio activo de 
actividad biol6gica. por lo que. es mas facil que los hongos adquieran una 
resistencia y las.plagas muten, obteniendo asi resistencia / tolerancia debido a 
que la plaga esta expuesta a una variable . 

Se reallzaron pruebas de campb en distintas plantas afectadas con rhizostonia, 
fusarium, plateado, esclerotinia, botrytis, cancer bacterial, infecci6n por 
pseudomonas, todas ellas en un grado de avance cuya unica indicacion era 
arrancar las plantas. Se realizo tratamiento en dosis de 2 kilos de la composicibn 
de la presente invencibn por hectarea con dilucion en hasta 600 iitros de agua, fue 
apllcada con bombas espalderas y/o maquinaria, dependiendo de la extensibn 
afectada como tambi6n del tlpo de vegetal. La evaluaci6n se realizo a los 2 dfas 
visualizdindose una inhjbici6n del crecimiento del pat6geno(s) que estaba(n) 
presente en la(s) planta(s). Se mantuvo un control de la experiencia por espacio 
de 26 dfas. determin^ndose que al dia 21 la accibn de la composicion comenzada 
a decaer, manifest^ndose un crecimiento de los pat6genos y/o nueva reinfeccion. 
obteni6ndose al dia 26 un control inferior al 60% de ia poblacibn de fitopatogenos. 
Este margen de control permitio para fines comerciales establecer una dosis de 
accion curativa de 2 kilos de la composicion formulada con dilucion en cualquier 
tipo de agua de hasta 600 litres, brindando un efecto residual de 20 dias. 

Curativa y preventiva: En cultivos que historicamente habian tenido perdidas 
por ataques fungobactefianos, a pesar de uso de funguicidas quimicos. se aplico 
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S^^^^os^Br^Ti/de la presente invencion en dosis de 1 kilo por hectarea con 
pppjamiento de hasta 600 Iitros de agua. En semillas se establecio que et 



porcentaje hist6rico de cai'da de plantas per ataques de complejos de hongos 
(dumping off) se redujo de 40% a 5% con el use de la composicl6n. En cultlvos 
mayores (frutales) y menores (hortalizas). se establece que apllcando la 
composicl6n de la presente invenci6n dos o tres dias antes de una liuvia y/o 
Inmediatamente posterior a ella se reduce el porcentaje de ataque de hongos 
oportunlstas (oidio. botrytis. midiu, esclerotlnia. cladiosporum) de un 90% a 3% 
con el use de la composlcl6n, manteniendo el control por espacio de 20 dIas 
(efecto residual). 

La accion curativa y preventive de la composicion de la presente invencion es 
frente a fitopatogenos unicos o asociados a complejos de hongos y/o asociaciones 
hongo bacterias. tales como botrytis, oidio, plateado, enroilamiento clorotico, 
rhizostonia, rafz corchosa, cancer bacterial, cladiosporum, fusarium. pudrici6n 
Scida. armilaria, tapiar cerasl, monilinia, verticillium, roya, agrobacterium 
tumefaclens, citosporiosis, wilsonomyce carpophilus, phytophthora, elslnoe veneta, 
septoria rubi. fumagiria, didymella sp, erwinia sp, alterharta sp, sclerotinia, mildiu, 
macrophomina sp, bacterios aerdbicos y anaeroblcos sensibles a la 
estreptomicina, en general macrplidos, ciclosporinas en particular y/o al extracto 
de Rubus sp. 

La acci6n preventiva de la composicion de la presente invencion se obtiene a! 
desnaturalizase las enzimas funguicidas, las especies de Trichodermas ya han 
colonizado el area y comienzan su accion antagonica frente a poblaciones de 
hongos que pudieron quedar como tambien evitando la nueva re Infestacion de 
estos por espora que pudieran llegar por factores amblentales y/o por labores de 
labranza. 

La acci6n Insectlcida o entomoctda de la composicl6n'de la presente Invencidn 
esta descrita para las especies de lepidoptera como rhyacionia buoliana.y otros 
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Insectos pat6genos como por ejempio margaroe sp, de ^c 
incompleto sensibles a las exotoxinas liberadas por la composicion. Eslas inl^^p 
el huevo haciendolo no viable, pudiendo incluyo Ilegar a infectar al individuo 
cuando se alimenta de vegetales contaminados con estas micotoxinas. 

La composicibn de la presehte invenci6n que comprende dos o mds especies 
de Trichoderma actives y vivos en distlntas etapas de crecimiento vegetativo junto 
a las secreciones contehidas en ei nutriente previamente hidratado con una 
concentracl6n de extracto hidroalcohoiico de Rubus sp., que pasa a llamarse 
excipiente biol6gico activo permite un: 

Control de fitopatogenos nnedulares y/o vasculares, bacteriales aislados o en 
complejos, hongos aislados o en complejos y/o complejo de hongos bacterias, 
solo por aplicaciones fbliares y riego por goteo, sin necesldad de realizar 
perforaciones para Introduclr producto. 

Control secundario sobre nematodes al aumentar la masa radicular de las 
plantas y al bajar tambi^n medio grade de temperatura de gestacion de los 
nematodes. 

Control de fitopat6genos a6reos por aplicaciones foliare, bacteriales 
aislados o en complejos, hongos aislados o en complejos y/o complejos de hongos 
bacterias. Se realizaron aplicaciones para detenninar dosis, espectro de accion y 
residualtdad del producto formulado. La presencia de estreptomicina y de los 
principles actives contentdes en Rubus sp, resultaren a nivel de laboratorie los 
responsables del control bactericida y bacteriostdtice . A medida que avanza el 
dafto en una planta y o frute producto de la infectacidn primaria de un honge. 
normalmente es campo f^rtil para que lleguen a cohabitar otros organismos 
oportunistas, incluidos insectos. Las pruebas reallzadas en campo con una dosis 
de 1 a 2 kilos (segun gravedad del ataque, siempre con dllucion maxima de 600 
litros agua) de la composici6n de la presente invenci6n por hectarea aplicada con 
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^/i^'a^spaldera y/o maquinara directamente a follaje y fruto, permitio verificar la 



^Scadn erradicadora de la composicion, la cual se mantuvo por espacio de 20 dfas. 



Control de fitopatogenos radiculares en apllcaciones de riego por goteo, 
bacteriales alslados o en complejos, hongos aislados o en complejos y/o complejo 
de hongos bacterias. 

Control de fitopatogenos radiculares bacteriales. hongos y/o complejos de 
hongos bacterias: Lo mismo que para el control de fitopatogenos medulares y/o 
vasculares, pero en este caso la aplicacion se realize via riego cintas o riego 
tecnificado. 

Control de fitopatdgenos medulares y/o vasculares, bacteriales, hongos y/o 
complejos de hongos bacterias: Igual que para el control de fitopatogenos 
medulares y/o vasculares, aqui la aplicaci6n es 2 kilos por hectarea, con 
mojamiento a follaje y tronco. 

Control secundario sobre nematodes: Esta ampliamente documentado que los 
Trichodemrias liberan en fornia sostenlda dcido gibrelico, este es un promoter 
importante de mitosis y meiosis, por lo cual en las plantas se obtiene una mayor 
masa radicular, que para una poblacl6n constante de nematode se traduce en un 
control secundario de este, per etre lade el micronutriente. contenide en la dilucion 
acuosa, logra bajar en medio grade la temperatura, per lo un porcentaje de 
huevos de nematodes no sen viables. 

La compesici6n de la presente invencion puede aplicarse a plantas, ^rboles y/o 
frutes en forma de polvo seco. mediante tecnica de voleo, en impregnaci6n de 
semillas, por medio de solucion acuosa, directamente a las plantas, incorporado a 
tanques de ferti-riego, per medio de maquinas espalderas, maquinas 
pulverizadoras y maquinaria electrostatica. Dependiende de la severidad del 
ataque la dosis son 1 kilo hectdrea e 2 kilo hectarea, per cada 600 litres de agua. 

Ademds se describe un m6tedo para preteger plantas, suelos, semlllas, 6rbeles 
y/e frutes centra el dano de una peste de insectes, bacterias, hongos, virus y/p 
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combinad6n de dos o mds de estos agentes, que comprendetp 
arboles transgenicos que expresan una sustancia especifica de naturaleza " 
entomicida, funguicida, bacterlcida. bacteriostatico, nematicida y/o otras enzimas 
propias de !os Trichodermas, mediante el uso de plasmidios incorporar a las 
plantas los genes de tres especies de Trichodermas. 

Tambien se describe una pintura cicatrizante de poda a base de l^tex 
incluyendo una pasta para ser diluida en agua al momento de su uso. 
transformdndose en una pintura y su procedimiento de preparacion, la cual se 
obtiene per cualquier via una base de Iditex, que puede o estar adicionado el color, 
pero debe estar libre de funguicidas quimlcos. luego por cada 60 litres de base 
Idtex libre de agentes funguicidas, se adicionan 100 gramos de la connposicibn de 
la presente invenci6n que comprende una mezcia de dos o m§s especies de 
Trichodemias en distintas fases de crecimiento vegetative y metab6lico, mas 
especfficamente una mezcia de tres especies de Trichoderma. contenidas en un 
soporte nutritivo micro ionizado y se integra, se revuelve por cualquier m^todo 
(incluido el nrianual) hasta obtener una solucion homogenea. Definido el color que 
se dara al l^itex se agregan 10 gramos de colorante vegetal y/o org^nico y/o 
inorgSnico previamente disuelto en 1 litro de agua caliente. Dependiendo de la 
tonalidad que se requiera. la cantidad de colorante puede subir o bajar. 

La composici6n de la presente invenci6n se obtiene por un procedimiento 
de preparacidn que comprende: 

a) Siembra inicial sobre bandejas que contienen el micro nutriente. micro Ionizado 
est6ril e hidratado en un extracto hidroalcoholico de Rubus sp, con tres especies 
de Trichodermas a la forma de propagulos madres en la proporcl6n de: 
Trichodemia Harzlano 50%, Trichoderma Viridae 30% y Trichodemia Longibratum 

(ya irradiado), 

b) Ranges criticos. e! cultivo se maneja dentro de los siguientes rangos. pH 5 con 
temperatura de 17" C a 22 *C, con exposiciones de foto periodos interrumpidos, 
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:del nutrlente de absorber, contener y entregar (en soluclon acuosa) 
gs|s&creciones vol^tiles producto de la repulsi6n mutua de las especies Harziano 
y Viride y las no volatiles de Trichoderma Longlbratum junto a su capacidad 
antibacterlana aportado per las sustancias de naturaleza bactericidas 
bacteriostdticas contenidas en el extracto hidroalcoholico de Rubus sp, 

d) La presencia de Trichoderma Longlbratum en el cultlvo pemiite una Iiberaci6n 
controlada de secreciones antag6nlcas y de car^cter fang! entomocidad 
bactericidas bacteriost^ticas por parte de el y de las especies de Trichodermas 
Viride y Harziano, evitando que se aniquilen entre si y manteniendo un crecimiento 
vegetative en todas sus fases de desarrolio y con todas sus funciones 
metabolicas de las tres especies en el micro nutrlente que contienen extracto 
hidroalcoholico de Rubus sp, 

e) La cosecha de la biomasa generada implica la recoleccion total de esta por 
medio mecanico. entre los dlas 4 y 7, su resiembra se hace desde este punto 
utilizando material vivo en todas sus fases de crecimiento vegetative al 1% o m6s 
con respecto al nutriente ya hidratado sobre bandejas de cultivo. 

Un m6todo para proteger plantas. suelos, semillas ^rboles y/o frutos contra 
el dano de una peste de insectos, bacterias, hongos. virus y/o una combinacion de 
dos o mas de estos agentes, que comprende plantar una planta o arboles 
transgenic©, que expresan una sustancia especifica de naturaleza entomocida, 
funguicida, bactericida bacteriostdtico, nematicida, y/o otras enzlmas propias de 
los Trichodennas dentro de un area en la que puedan presentarse dichas pestes. 

Adem^s en la presente invencion se describe un metodo para producir 
progenie transgenica de una planta parenteral transgenlca. que comprende 
incorporar en fomia estable y permanente dentro del genoma de la planta una 
molecula de ADN y o ARN que comprenda una secuencia de nucleotides 
cedificantes de una protelna especifica de: Trichodenna de acuerdo con la 
presente invencl6n, en el cual se transforma dicha planta* parenteral con un casete 
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de expresi6n o mol§cula vector y transferir el car^cter de funguTd^ 
(fases adulto como larvales), bactericida bacteriostatico a (a progenie de dl^^ 
planta parenteral trangenica Involucrando t6cnicas conocldas de mejora de 
piantas. 

As! tambien en la presente invencion se describe un m§todo para Identificar 
la actividad de insectos, hongos, nematodes, bacterias y combinaciones de estos 
agentes que cbmprende : 

a. Crecimiento de una o mas cepas de Trichodermas ( Incluyendo Harziano. 
Viride . Lbnglbratum) en un cultlvo. pudiendo o no estar presente el extract© de 
Rubus sp.. o cualquier extracto vegetal de naturaleza bactericida bacteriostatico, 

b. Obtener fracciones s6lidas, liquidas y/o secreciones vol^tiles , 

c. Permite que larvas de insectos .bacterias, virus , hongos entren en contacto 
y/o se alimenten de dicha fraccion del cultivo y 

d. Determinar !a mortalidad. 

Adem^s en la presente Invencl6n se describe un metodo para producir y/o 
foninular cualquier prbducto funguicida bactericida bacteriostatico de amplio 
espectro con acci6n foliar, radicular, vascular y sobre frutos (incluso ya 
cosechados). usado en fase preventiva y/o curatlva incluso sobre tierra desnuda 
y/o compost incluyendo cualquier superficie que pemiita el crecimiento vegetal en 
base a la mezcia de dos o mas especies de Trichodermas que comprende: 

a) el crecimiento de una o mas cepas de Trichodermas (incluyendo viride, 
harziano y lorigibratum) sobre un cultivo s6lido, 

b) la eleccidn de avena como materia prima y/o cualquier derivado de esta en 
forma pura o en mezcia en cualquier proporcion, capaz de disparar el crecimiento 
de dos o mas especies de Trichoderma. pudiendo o no contener un extracto 
hidroalcoholico de Rubus sp y/o extracto vegetal o de cualquier origen con 
potencial bactericida bacteriostatico que no afecte el crecimiento de los 
Trichodermas, con similares propiedades. 
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M^^^nairriente en la presente invenci6n se describe una composici6n que 
^Smprende dos o mSs especies de Trichodermas naturales o modlficadas 
gen^ticamente, por metodos radiactivo u otra forma, cepas madre de especies y/o 
sub especies de Trichodermas naturales o de laboratorio, a la cual se adiciona un 
extracto hidroalcoholico total de Rubus sp, o algunos de sus componentes , en 
mezcia con sustancias naturales y/o qufmicas tendientes a obtener una propledad 
bactericida bacteriost^tica y/o preservante. slendo dicha composlcibn: 

a. Una composici6n formulada sobre la base de dos o mas cepas de 
Trichodermas, con adiclon de cuatquler sustancia sint^tica. organica, 
inorginica, inciuyendo ios preservantes y/o prepulsores de estas 
sustancias destinada a dar una caracteristica bactericida bacteriostatica y/o 
cuaiquier sustancia fungulcida en dosis menores a las necesarias para 
matar el cultivo de Trichodermas. o sustancias funguicldas a las cuales las 
especies de Trichodermas seleccionadas resulten inmunes, pero lo 
suficientemente potente para otorgarle un caracter de funguictda a dicha 
preparacion, como tambien la incorporacibn de sustancias de cuaiquier 
origen y naturaleza y/o inductoras de acclon bactericida bacteriostatica ( 
inciuyendo penicilina como extracto impure del hongo prepulsor y o de 
procedencia comercial. macrolidos neomacrolidos, ciciosporina y cuaiquier 
otra familia terap6utica de bactericida bacteriostdticos funguicida ya 
disponibile en el mercado o que pudiera estar disponible en Ios pr6ximos 
af^os). 

b. Una composicion formulada sobre la base de dos o mas especies de 
Trichodermas vivas y activas que por su cardcter antag6nico deben tener 
una presentaci6n comercial separada, pero deben ser mezcladas al 
momento de ser usada en forma inmediata o en un plazo no mayor a Ios 45 
dias post aplicacidn de la primera especie, todb esto con el fin de conseguir 
un espectro de accidn mas amplio a! otorgado por una especie cualquiera''' 
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. que sea esta y de cualquier origen posible en cualquier^fas^^^^^ 
vegetativo, pudiendo o no contener agentes que le otorguen las*^^ 
propiedades adicionales de bactericida bacteriostatico 

La presente Invenci6n adem^s se refiere a una formulacion funguicida 
bactericida bacteriost^tica de amplio espectro con acci6n sobre bongos y/o 
bacterias que son responsables de enfermedades fungosas y/o bacteriosis sobre 
humanos y/o animales, como tambi^n sobre bacteriosis y/o bongos que pueden 
infectar alimentos, evitando asi su crecimlento y/o en fase curativa sobre bacterias 
y/o ya instalados, usado en fase preventiva y/6 curativa, la cual consiste en una 
presentacl6n comercial para reposteria que permlte Introducir una o mds cepas 
de Trichoderma vivas y/o extract© de estas teniendo como principle activo lactonas 
en una concentraci6n suflcientes que permitan inhibir el crecimiento de bongos ( 
como por ejempio penicillrilum y otros ) sobre el pan en particular y masa en 
general, una vez cocinado, alargando as! su vida util. 

Adem^s se refiere a una presentacion comercial para su uso en medicina 
humana, que puede contener como principle activo una o mas especies vivas de 
Trichodennas , extractos de estas (lactonas), combinaci6n de ambas y/o lactonas 
de cualquier origen (sint6tica o extractos orgSnicos puro y/o impuros) en ua 
medio, liquido, polvp. fosfoiipidico (incluyendo Iiposornas),crema. supositorios, 
comprimidos, cdpsulas, colutorios, soluciones oftalmicas y otros aceptados en 
farmaco t6cnica y a concentracion suficiente que pennitan realizar una accion 
preventiva y o curativa sobre los bongos responsables de enfermedades en 
humanos, mamlferos en general, aves y paces. 



EJEMPLO 1 

Procedimiento de preparacion de la composicion que comprende dos o m^s 
especies vivas de Trichoderma. 
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Sun bioreactor tradlclonal alimentado con glucosa - maltosa para obtener una 



^^^^^^ntifitan y seleccionan las cepas de Trichoderma viride, Trichodenna 
fongipt^tum y Trichoderma Harziano, posteriormente se precede a cuitivarlas en 



solucibn acuosa rica en secreciones pero pobre en biomasa de Trichodermas y 
luego se realizo un tamizado que permiti6 recoger las esporas presentes en este 
cultlvo. 

Las esporas de estos hongos fueron cultivadas sobre una capa de avena 
previamente esterilizada por medio de una exposicl6n controlada de microondas y 
levemente hidratada hasta llegar a aislar en frascos separados cada especie. 

Para evitar la aniquilaci6n de las especies al ester cohabitando juntas en el. 
cultivo, se realizo una transformacion mediante la exposicion a radiacion de la 
cepa de Trichoderma Longibratum, transformandola por seleccion inducida en una 
cepa resistente a las secreciones funguicidas que llberan las dos especies de 
Trichodermas que contiene el producto final. Mds especlficamente, las especies 
madres de Trichoderma Longibratum fueron sometidas a micro exposiciones de 
cobalto durante 50 generaciones, obteniendose una cepa de caracterlstlcas 
untcas. 

Posteriormente al sustrato se incorpora extracto de Rubus sp, en una 
concentraci6n no inferior a 0.68 mg/ml. 

* EJEMPLO 2 

Composici6n que comprende dos o mas especies vivas de Trichoderma. 

Composici6n que comprende Trichoderma Harziano, Trichoderma Viride y 
Trichoderma Longibratum en las proporciones: 10:20:70 o 99:05:05. 

EJEMPLO 3 

Procedimiento de preparacion de la composicion a base de latex y de dos o mas 
especies vivas de Trichoderma. 
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Se mezclan 60 litrds de una base de idtex, que puede o estiar;; 
color, con 100 gramos de la composlcibn del ejempio 1 y se revuelve por cualquier 
m6todo (incluido el manual) hasta obtener una solucion homogenea. Definido el 
color que se dara a! \AXex se agregan 10 gramos de colorante vegetal y/o organic© 
y/o inorg^nico previamente disuelto en 1 litro de agua caliente. Dependlendo de la 
tonaildad que se requiera. la cantidad de colorante puede subir o bajar. 



EJEMPLO 4 

Composici6n a base de Idtex que comprende dos o mds especles vivas de 
Trichodenna. 

Composicl6n a base de Idtex que puede o no estar adiclonado el color, que 
comprende por cada 60 litres de base latex 100 gramos de la composicidn del 
ejempio 1. 
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REIVINDICACIQNes 

1. - Composici6n bactericida, bacteriostetica y fungicida CARACTERIZADA 
porque comprende dos o mis especies vivas de Trichodermas. 

2. - Composici6n de acuerdo con la reivindicaddn 1 CARACTERIZADA 
porque comprende dos o mSs especies de Trichodermas naturales o modificadas 
genetlcamente. cepas madre de especies y/o sub especies de Trichodermas de 
cualquier origen natural o de laboratorio. vivas y activas en cualquiera de sus 
fases de crecimiento vegetative, esporas micelio, fraccionado o en distintas 
proporciones. 

3. - Composlcidn de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 2 
CARACTERIZADA porque comprende dos o mds especies de Trichodermas 
seleccionadas entre Trichoemias harzianum, viride. polysporum. longibratum. 
koningii y variaciones de estas obtenidas en laboratorio identificadas como T22. Tr 
115, Tr 116.KRL-AG2 (RIfai). incluyendo holofomias como Hypocrea y 
Podostroma. 

4. - Composlci6n de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 3 
CARACTERIZADA porque compreride tres especies vivas de Trichodermas. 

5. - Composicidn de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 4 
CARACTERIZADA porque comprende tres especies vivas de Trichodermas 
seleccionadas de las cepas Trichoderma viride. Trichoderma Longibratum y 
Trichodenna Harziano. 



.f 



BEST AVAILABLE COPY 



sc.- 



6.- Composicidn' de acuerdo con la reivind*»cac\q¥>e^ 
CARACTERIZADA porque las tres especies vivas de Trichodemnas se encuin^ 
en las propordones: t0:20:70 o 99:05:05. 



7.- Composicl6n de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 6 
CARACTERIZADA porque comprende las tres especies vivas de Trichodermas y 
un extracto vegetal de naturaleza bactericida bacteriostatico. 



8. - Composicl6n de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 7 
CARACTERIZADA porque el extracto es un extracto hidroalcoholico de Rubus sp. 

9. - Composicion a base de l^ttex para pintura cicatrizante de poda 
CARACTERIZADA porque comprende una base de Idtex, que puede o tener 
adicionado el color, y una composicion de acuerdo cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8. 

10. - Composici6n de acuerdo con la reivindicaci6n 9 CARACTERIZADA 
porque comprende aproximadamente 60 litres de dicho Idtex y 100 gramos de 
dicha composicion. 

11. - Uso de la composicion de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 10 
CARACTERIZADO porque sirve para proteger plantas, suelos, semillas, arboles 
y/o frutos contra el dafto de una peste de insectos, bacterias, hongos. virus y/o una 
combinacibn de dos o mas de estos agentes. 

12. - Uso de la. composicl6n de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 11 
CARACTERIZADO porque se aplica en fonna de polvo seco o en forma de 
soluci6n acuosa. 




Mmpregnaci6n de semillas, directamente a las plantas, incorporado a tanques de 



14. - Uso de la composiclon de acuerdo con las relvindicaciones 1 a 13 
CARACTERIZADO porque la dosis aplicada es de 1 kilo hectarea o 2 kilo ' 
hectdrea, por cada 600 lltros de agua. 

15. - Uso de la composicion de acuerdo con las relvindicaciones 1 a 10 
CARACTERIZADO porque sirve como fungulcida bacterlclda bacteriost^tico de 
amplio espectro con acci6n sobre hongos y/o bacterias que son responsables de 
enfermedades fungosas y/o bacteriosis sobre seres humanos y/o animales y/o 
alimentos. 

16. - Uso de ia composicion de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 15 
CARACTERIZADO porque puede ser utilizada en la fase preventiva y/o en la fase 



17.- Procedimiento de preparaci6n de la composicion de acuerdo con las 
reivindicaciones 1 a 7 CARACTERIZADO porque comprende una siembra iniclal 
sobre bandejas que contienen et micro nutriente hidratado en un extract© vegetal, 
con dos o m6s especies de Trichodermas a la forma de propagulos madres y la 
cosecha de la biomasa generada por medios mecanicos. 



ferti-riego, por medio de maquinas espalderas, maquinas pulverizadoras y 
maquinaria electrostatica. 



curativa. 




a la forma de propdgulos madres. 

19. - Procedimlento de preparacl6n de acuerdo con la reivindicaci6n 18 
CARACTERIZADO porque las tres especies de Trichodermas son seleccionadas 
de las cepas Trichoderma viride, Trichodernna Longlbratum irradiado y 
Trichoderma Harziano. 

20. - Procedimiento de preparaci6n de acuerdo con las reivlndicaci6n 19 
CARACTERIZADO porque la proporci6n de las tres especies es de 50% de 
Trichoderma Harziano, 30% de Trichoderma Viridae y 20% de Trichoderma 
Longibratum. 
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PATENTE DE INVENCION 
SOLICITUD N° 1665-2002 



CONTESTA EXAMEN PRELIMINAR 



Sr. Conservador de Patentes 



GUILLERMO CAREY CLARO, Abogado, domiciliado en Miraflores 
222, Piso 24, comuna y ciudad de Santiago, en representacion de MARIO 
REYES Y JUAN RENCORET, en la solicitud de registro de Patente de 
Invencion N° 1665-02, para distinguir "Composicion bactericida, 
bacteriostatica y fungicida que comprende de dos o mas especies vivas de 
trichodermas, composicion cicatrizante de poda que lo contiene, 
procedimiento de preparacion y sus usos", a Ud. respetuosamente digo : 

Segun resolucion dictada y notificada con fecha 08/05/03, vengo en 
acompanar memoria discriptiva y poder. 

PGR TANTO 

RUEGO A UD.: tener por acompanados los documentos antes 
mencionados, a fm de continuar con la tramitacion de la solicitud de autos. 

CM 1665-02 
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MEMORIA DESCRIPTIVA 



La presente invenci6n describe una composicidn bactericida, 
bacteriostetico y funguicida en polvo en base a la coexistencia, cohabitaci6n y 
repulsi6n mutua de dos o m§s especies vivas de Trichoderma y su 
procedimiento de preparacion. 

La composicibn de la presente invencidn pennlte un cxantrol funguicida y 
bacterial sobre la mayorfa de los fitopatbgenos de importancia agrlcola a nivel 
foliar, radicular, vascular y/o en frutos. Ademas es un producto soluble en 
cualquier tipo de agua, utiliz^ndose para un tratamiento curative y/o preventive 
tanto en semilla, plantas. irboles ornamentales y/o frutales, frulos y o tierra. 

Las especies de Trichodenna fueron descubiertas a fines de los aflos 
1940 y desde ese memento se ha estado explorando su potencial como hongo 
antagonista de bongos fitopat6genos. Actualmente se conocen mas de 400 
especies de Trichoderma. las cuales son de facil aislamiento. pero de diftcll 
cultivo. 

La actividad antagonista por espacio y nutrientes frente a bongos 
fitopatogenos e inclusive frente a especies de Trichoderma. razbn por la cual no 
existen mezclas de dos o mSs especies de Trichodemias vivos, esta 
ampliamente documentada tanto en Europa como en centres de investigaci6n 
Americanos. 

El desarrollo de Trichodenma hasta ahora esta frenado debido a la 
imposibilidad de encontrar una tecnica que permita su cultivo masivo y debido a 
que solo puede existir una especie de Trichoderma por cultivo. 



BEST AVAIUBLE COPY 




iSforma actual de obtener una especie de Trichoderma a la forma de 
Plsporas, se realize mediante el cultlvo fermentativo en bioreactores, para 
posterlormente liofillzar y filtrar la materia obtenida por un tamiz que deje pasar 
solo las esporas. La otra forma es inocular harinilla de trigo con una especie de 
Trichoderma y luego dlluirlo usando tierra de diatomeas y/o una matriz arcillosa. 
Estos dos m6todos son de baja productlvldad y no permiten por las 
caracterlstlcas antagdnicas de las especies de Trichodemias. la producci6n de 
dos 0 mis especies juntas y por lo tanto no existe posibilidad de obtener 
enzimas Ifticas, ya que estas solo se producen en presencia de otro hongo. 

Las especies de Trichodennas ejercen una actividad antagonica violenta 
frente a otros hongos Incluyendo de su misma especie mediante el siguiente 
mecanismo: 

A. Liberaci6n de enzimas volatiles que desnaturallzan y digieren la 
estructura del hongo con el cual compiten. 

B. R^pido anclaje en el sustrato lo que pemiite que las estructuras 
reproductivas del hongo (esporas) con el cual compiten no logren ser 
viables. 

C. Estableclmlento de una simblosis con una planta o estructura vegetal viva 
a la cual microparasitan y liberan sustandas beneflclosas para el 
hospedador. generalmente micro trazas de icido giberelico y/o 
estreptomicina en el caso de existir en el hospedador una ataque 
bacteriano leve. 

Los preparados madres que existentes actualmente en el mercado 
Intemacional como naclonai son obtenidos por crecimiento vegetative de una 
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pecie de Trichoderma sobre fase solida y/o agar papa dextrosa. Posterior a 
esto se realiza una inoculacion en germen de trigo, paja, harinilla, tierra de 
diatomeas y/o matriz arcillosa. El producto formulado solo contlene esporas 
inactlvas de una especle de Trichoderma en un exclpiente Inerte generalmente 
tierra de diatomeas. 

Debido a las caracteristicas de su obtencion debe mantenerse en una linea 
de frfo hasta su use, de otra fomia se desnaturaliza. pudlendo entrar en fase de 
descomposicibn ripidamente. 

El producto obtenido por esta via solo puede ser usado en fase preventiva, 
ya que los propagulos de una especie de Trichoderma deben desarrollarse para 
comenzar a realizar su acci6n antag6nica sobre patogenos. el que generalmente 
es uno, a controlar. 

El producto formulado al estar constituido por una especie de Trichoderma 
tiene un espectro de accion muy reducido sobre complejos de hongos 
fitopatagenos. Y ademas si la pobiacion de fitopat6genos presentes es muy alta. 
el producto no es capaz de controlarlos pues la agreslvldad del fitopatdgeno 
impide el desarrollo de las esporas de Trichodemia. el cual es el principio activo 
del producto. 

La actividad de la especie de Trichoderma contenido en la fomiulacibn del 
producto como principio activo. ai ser aplicado en el campo se ve restringida 
tanto en su fase metabolica como crecimiento vegetative por factores 
ambientales. tales como. el pH de agua, la tierra. la actividad de funguicidas 
quimicos. el vientos que lo deshidratan. etc.. como tambi^n por la ubicacion de 
los fitopatfigenos a controlar teniendo nula accion sobre patdgenos radiculares y 
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^^^^tatcion erratica, principalmente por las condiciones ambientales. 
2 fitopatogenos de fruto y follaje. 
El producto formulado de esta forma tiene cero acci6n sobre patologfas 
vasculares. pudiendb ser medianamente efectivo solo si se perfora los troncos 
para inocular el preparado a la forma de bala y/o inyeccion. 

En los ultimos anos han surgido Intentos por facilitar y maslflcar su uso, 
existiendo en el mercado mundial preparados que contlenen una especie de 
Trichodenna en forma de balas, para enfermedades de tipo vascular, que deben 
ser aplicadas post perforacion del tronco del drbol, con el consiguiente estr^s 
para el vegetal, junto con diseminar la enfemiedad al retirar la broca con la que 
se realize la perforacion del tronco y que actua como sonda al ir inoculando 
terrltorios sanos durante el proceso de penetracion y posterior retire de esta. 

El uso de esta formulacion esta restringido a especles arboreas y/o lenosas, 
y el metodo no es aplicable a cultivos menores como lo son los hortofruticolas 
como por ejempio la remolacha. lechuga, frutlllas, etc. 

Tambi6n existen composiciones que comprenden una de una especie de 
prop^gulos de Trichodermas en soluclon acuosa. la cual se deterlora 
rapidamente dentro de un plazo de horas, aun en envases sellados. debido a la 
rapida proliferacion de bacterias, otorgandole un olor penetrante y caracten'stico 
de la pudrlcion. El mismo olor esta presente en preparaciones solldas cuya 
cadena de fri6 fue rota. 

Las composiciones de Trichoderma disponibles en el mercado comprenden 
una especie de Trichoderma. generalmente el Harziano en la forma de 
propagulos (esporas). no existiendo mezclas de dos o mas especies de 
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grodehfia cohabitando juntos en un medio de naturaleza bactericida y 
P=;*"'bacteriost4tico, debido a su naturaleza antagonica ya descrita. 

En el estado de la tecnica no existen antecedentes que demuestren su uso 
potencial en medicina humana como veterinaria para el control de bacterias y/o 
hongos oportunistas. 

En el documento AU 8479301 se describe un la produccion y el uso de 
enzimas inducidas desde Trichodermas y bacterias para el control de pestes de 
plantas y para procesos industrlales. En este documento a diferencia de la 
presente invenci6n se utilizan bacterias para controlar bacterias. 

En el documento NZ 335107 describe Trichoderma celulasa aislada desde un 
cultivo de Trichodemia longibrachiatum con un peso molecular estimado de 95- 
105 kD. En este documento a diferencia de la presente invencion se obtienen 
Trichoderma longibratum y otras especies per via fermentativa y las isoenzimas 
se encuentran contenidas en el caldo de cultivo y deben ser purificadas, a cada 
especie le corresponds un fermentador Individual ya que no cohabitan juntas. 

En el documento US 2028500 se describe un proceso para la preparacion de 
nuevos medios de cultivo para plantas para su multiplicacion de bio-control 
fungico. En este documento a diferencia de la presente invencibn solo podrian 
llegar a vivir juntas dos o mas variantes de una misma cepa en restos 
feimentativos. 

En el documento CA 2304107 se describe un proceso para proveer 
impregnabilidad a la madera por medio de un pretratamiento con fungicos. En 
este documento a diferenda de la presente invencion se identifica un m6todo 
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^^tegen- arboles trangenicos del ataque de hongos, no de insectos y 

w^'bacterias. 

En el documento WO 0183706 se describe un pesticida microbiologico activo 
contra pat6genos Wngicos de plantas y su procedimlento de preparaci6n. En 
este documento a diferencia de la presente invencion el producto es en base de 
esporas. micelio, o mezcia ' con caracterlsticas de funguicida usando solo 
Trichoderma harzianum YC459 ( accesibn 0772BP). 

DESCRIPCI6N DE LA INIVENCI6N 

En la presente invencl6n se describen composiciones que comprenden 
una combinaci6n de dos 0 m^s especies de Trichodermas naturales o 
modlficadas gen6ticamente. per metodos radiactivos u otra forma, cepas madre 
de especies y/o sub especies de Trichodermas de cualquier origen natural 0 de 
laboratorio, vivas y actives en cualquiera de sus fases de crecimiento vegetativo. 
esporas micelio. fraccionado 0 en distintas proporciones. 

Mas especificamente en la presente invenci6n se describen 
composiciones que comprenden una combinacion de tres especies de 
trichodemias naturales o modificadas geneticamente,.por metodos radiactivos u 
otra forma, cepas madre de especies y/o sub especies de Trichodemias de 
cualquier origen natural 0 de laboratorio. vivas y activas en cualquiera de sus 
fases de crecimiento vegetativo. esporas micelio. fraccionado 0 en distintas 
proporciones. 

En la presente invenci6n se identifican y seleccionan las cepas de 
Trichodemia que presentan por separado un poder antagonico frente a un 
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^^^gjiaeferminado de hongos fitopat6genos de interns economico. La 
?/dentificaci6n de las cepas madres se realize de acuerdos a los criterios que 
definen a cada especies contenidos en: "Moulds, their isolation, cultivation and 
identificationM981, Dr. David Malloch, University of Toronto". De acuerdo a este 
criterio las cepas seleccionadas fueron: Trichoderma viride. Trichoderma 
Longibratum y Trichoderma Harziano. 

Posteriormente se procedio a cultivarlas en un bioreactor tradicional 
alimentado con giucosa - maltosa con fines de obtener una soluci6n acuosa rica 
en secreciones pero pobre en biomasa de Trichodermas. Analisis quimicos 
pennltieron detemninar la presencia de iso enzimas liticas que corresponden a : 
Carboxymetilceluiasa. quitanasa. beta 1, 3 gluconasa. beta xylosidasa, xylanasa 
y Spentilalfa pirona. Establecida la presencia de las sustancias anteriormente 
descritas, se realize un tamizado que permitio recoger las esporas presentes en 
este cultivo. 

Las esporas de estos hongos fueron cultivadas en una serie de 
preparaciones de acuerdo a las indicaciones contenidas en el : "Moulds, their 
isolation.cultivation and identification". 1981 . Dr. David Malloch. University of 
Toronto, hasta llegar a aislar en frascos separados cada especie. 

Se establece la necesidad de mantener dos o mas especies vivas y 
cohabltando juntas, con el fin ultimo de sinergizarsu espectro de accion frente a 
fitopat6genos. como tambi6n la necesidad de contar con altas concentraciones 
de las isoenzimas liticas ya descritas que ie otorgarian un poder curative al 
producto final, se comenz6 por seleccionar un medio de cultivo solido que 
pemiitiera el crecimiento armonico y rSpido de dos o mdis especies y que fuera 
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de absorber las secreciones liberadas por estas especies cuando se 
agredieran mutuamente y. posteriormente cederlo en solucion acuosa. El medio 
seleccionado fue la avena, que para evitar la contaminacl6n, prevlamente se 
esteriliza y luego se Incorpora en el cultlvo. 

Para evifar la aniqullacl6n de las especies ai estar cohabitando juntas en 
el cultivo, se realizo una transformacidn mediante la exposicl6n a radiaci6n de la 
cepa de Trichoderma Longibratum, transformSndola por selecci6n inducida en 
una cepa resistente a las secreciones funguicidas que liberan las dos especies 
de Trichodermas que contiene el producto final. M&s especfficamente. las 
especies madres de Trichoderma Longibratum fueron sometidas a micro 
exposiciones de cobalto durante 50 generaciones. obteni^ndose una cepa de 
caracteristicas Cinicas. 

El micro nutriente se selecciona despues de haber ensayado con los 
distintos medios y combinaciones posibles de estos . La avena resulto ser el 
medio donde las dos o mas especies de Trichodermas se desarrollaron de 
manera mas eficiente, ademas que era capaz de contener y posteriormente 
ceder en soluci6n acuosa las isoenzimas liticas. 

La reallzacidn del cultivo definitivo se hace sobre una capa de avena 
levemente hidratada, la cual fue inoculada con una mezcia de dos o m^s 
especies. La avena micronizada. es sometida a esterilizacidn p,or exposici6n 
controlada de microondas para evitar la degradacidn de fructuosa contenida en 
su germen. 

La avena micronizada como micro nutriente cumple las siguientes 
funciones: 
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fisico: permite al hongo crecer en su superficie. pudlendo 
^establecer a simple vista la presencia de algun otro patogeno no deseado o 
cambios mutagenos de estas especles no deseados. 

Soporte nutrlcional: Entrega a los hongos todos los requerimientos 
nutrlclonales para su desarrollo. 

Aislante t6rmico: Durante el proceso de crecimlento de los hongo se 
realizan una serle de reacciones exotermicas producto del catabolismo de estos 
y de reacciones que ocurren entre las distlntas enzlmas que liberan y el ataque 
de estas a los azucares contenidos en la avena. 

Solucion Tamp6n: El producto final en solucion acuosa. actOa como una 
solucl6n tamp6n, para agues alcalinas. 

Esponja: Durante la etapa de cultivo de las dos o mas especies de 
Trichoderma, que dan origen al producto final, la avena es capaz de absorber las 
secreciones Itticas que liberan los Trichoderma durante el proceso de 
antagonismo. Estas secreciones ahora contenldas en la avena. son de 
naturaleza hidrosolubles. por lo cual en solucion acuosa se integran a ella. 
abandonado la matriz de avena casi en su totaiidad. 

Regulador del intercambio nitro amonio en la estructura vegetal a 
proteger. 

Absorbente y transportador de las isoenzimas solubles en agua, que 
liberan las dos o mds especies de Trichodermas al agredirse mientras cohabitan 
el mismo espaclo. 

Adem^s al sustrato se incorpora extracto de Rubus, lo cual permite por un 
lado dar a la composicion una condiclon de bactericida bacteriostatic^ como 
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^ijieSb pemnite al cultivo estar libre de contaminacion por bacterias 
oportunistas. La adicion de extracto hidroalcoholico de Rubus sp al micro 
nutriente, se realiza en una concentracion no Inferior a 0.68 mg/ml. 

Para aumentar aun mas su espectro de accion se selecclona al extracto 
hidroalcoholico de Rubus sp. cuyos componentes han demostrado una 
importante accion bacterlcida bacteriostatica , El producto generado resuita de 
un poder funguicida bacterlcida bacteriost^tico por las secreciones aportadas y 
la activldad desarrollada por las especies de Trichodermas contenidas. La accibn 
entomicida resuita de la invasion al sistema digestive, respiratorio de larvas . 
ninfas . adultos y/o al infestar al huevo de distintas especies. tambi^n se ha 
reportado que la accion entomicida se ve potenclada por el extracto 
hidroalcoholico de Rubus. que tiene caracteristicas bactericidas bacteriostaticas. 
y por lo tanto tambien teratogenicas para los insectos que son expuestas a ellas. 
no slendo viable los huevos en contacto con estas sustancias y/o la ovipostura 
realizadas por hembras que tuvieron contacto con el producto en si. 

Ademas se pueden utilizar otros extractos vegetales. tales como: 
Oenothera rosea Aut.. Alaysia triphylla (L. Merit) Brit.. Arenaria licopodioides 
Wiild. Ex SchdI. Y Erodium cicutarium (L.) L. Herit. Birsonima cassifolia, Citrus 
limonia 

La especie de Trichodemia, corresponde a hongos de tipo filamentoso. 
que. son antag6nico con otros hongos, incluyendo a los de su misma especie, 
como: harzlanum. viride. polysporum. longibratum. koningii. principalmente y 
variaciones de estas obtenidas en laboratorlo identificadas como T22. Tr 115. Tr 
116.KRL-AG2 (Rifai). incluyendo holoformas como Hypocrea. Podostroma. la 
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seleccionadas de acuerdo al grado de agresividad y 
apacidad de supervivencia en condiciones de campo. Sin embargo lo que se 
desea proteger no es la combinacion de 2 o mas especies de Trichoderma. pues 
esta existe en la naturaleza, y en preparaciones de tipo comercial, sine que se 
desea proteger la combinacion de 2 o m^s especies wVas de Trichodemias en 
cualquier fase de crecimiento vegetative, capaces de liberar enzimas llticas de 
repulsi6n. crecer juntas en un medio de cultivo y ser inmunes a las condiciones 
ambientales de tal forma que puedan ejercer su acci6n controladora por un plazo 
no inferior a un dia. 

Las especies que confomian la composicidn corresponden a subespecies 
seleccionadas por su aita adaptabilidad a las condiciones fluctuantes del medio 
ambiente. lo que les permite mantenerse vivas. 

M^s especlficamente las tres especies de Trichodemias seleccionadas 
corresponden a Trichodemia Harziano, Trichoderma Viride y Trichoderma 
Longibratum. 

Las composlciones que comprenden las de tres especies de 
Trichodermas vivas se encuentran en las siguientes proporciones: 10:20:70 o 
99:05:05. 

La composici6n corresponde al extracto hidroalcoholico de Rubus sp. y 
las secreciones especificas contenidas en el micro nutriente post crecimiento 
vegetative y metab6lico de las especies de Trichoderma junto al Trichodemia 
Vivo resistente a factores ambientales. las secreciones son capturadas por el 
m6todo descrito y posteriormente cedidas en soluci6n acuosa. 




BEST AVAILABLE COPY 




'composicidn contiene a) enzimas liticas Carboxymetilcelulasa, 
Quitinasa, b1,3 gluconasa. b xylosidasa . xylanasa, b) alta concentracion de 6 
pentil alfa pirona (lactona volatil que desprende un penetrants aroma a coco, 
dependiendo de la concentracion de esta, que le da la caracteristica a nuestro 
producto), c) Estreptomiclna y auxinas en micro trazas. (ios metabolitos descritos 
en a y b son responsables a nivel celular de vacuolacidn. granuiacion, lisis y 
desintegracibn de la c^lula expuesta a estas secreclones), d) una concentraci6n 
no Inferior a 0.68 mg/ml de principlos activos adicionados en el extracto 
hidroalcoholico de Rubus sp.. que le otorgan el car^cter de bacterlclda y 
bacteriostitico 

La acci6n Bactericida y bacteriostStica de muy bajo espectro, esta descrita 
en varios trabajos (France.et al,2001; Stefanova M.1995 Fernandez, 2001) y se 
debe a la liberacibn bajo presencia de bacterias de estreptomlcina, ejerciendo 
una acciin sobre bacterias sensibles a la estreptomiclna, Ios cuales representan 
un espectro muy pequeno, razon por la cual se le adiciono al cultivo el extracto 
de Rubus, que presenta un espectro de acci6n sobre bacterias muy alto, sin 
ninguna accion sobre hongos. con lo que se permlte un crecimiento sin 
problemas del Trichoderma. 

El Trichodemia longibratum. previamente tratado con radloterapia. resulto 
inmune a las secreclones que liberan las especles harzlano y viride. 

Estas secreclones se inactivan por la presencia de metabolitos que libera 
el longibratum que cambian el pH del medio pemiitiendo la absorcidn de estas 
por parte de la avena. Estas enzimas son de tipo temiol^biles y en la avena se 
inactivan sin degradarse. Cuando el cultivo a llegado a maximo crecimiento. las 
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diluci6n de las enzimas que pudieran llegar a afectar las estructuras de los 
hongos durante el perlodo de envejecimiento del producto. 

A! estar en condiclones distintas a las del cultlvo, como por ejempio como 
producto ya envasado, la tasa de creclmlento decrece dramaticamente. 

Las especies que conforman la composicion corresponden a subespecies 
seleccionadas por su alta adaptabllidad a las condiclones fluctuantes del medio 
ambiente, lo que les permlte mantenerse vivas. Esta adaptabilidad le permite 
ejercer su accion antagonista frente a los hongos fitopatogenos durante el lapso 
de 20 dias. Las secreclones contenidas en el micronutriente. contenidas en una 
concentracion biol6gicamente activas, son de dos tipos: 

Funguicidas: Aportadas por Trichodermas y representadas principalmente 
por 6 pentilalfa plrona. carboxymetilcelulasa, quitlnasa. beta 1,3 gluconasa, beta 
xylosidasa y 1,4beta xylanasa, que destruyen la estructura del hongo patogeno. 

Bactericida Bacteriostatico: aportadas por el extracto hidroalcoholico de 
Rubus representada principalmente por los constltuyentes qufmicos pueden ser 



observados segun Costa (1994). acldos libres. sustanclas pepticas. acldos 
asc6rbico, f6lico. acetico. caproico y benzoico, as! como, cumarinas. A esto debe 
sumarse la estreptomicina que iiberan los Trichodermas en presencia de 



Las secreciones contenidas. el micro nutriente y la biomasa de Trichodermas 
activas y vivas, debido a su amplio espectro fungulcida bactericida 
bacteriostatico y entomocida ejercen acciones: 



bacterlas. 
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laglia; el- micro nutriente libera todas las 
ppfdas-rinr%l. las que son solubles en agua, tambi6n los 
^Sodermas vivos y activo en todas sus fases de crecimlento. Estas 
secreciones son funguicidas de mayor potencia que los derivados de las familias 
de fungicidas quimicos. Tambien el aporte de sustancias contenidas en el 
extract© hidroalcoholico de Rubus sp. otorgan tas caracterlsticas de bactericlda 
bacteriost^itlco al producto formulado. 

La estructura madre de las lactonas (R=C2H5 y R=CH3) presenta dos sitios 
activos de unidad blol6gica lo que permite una acci6n de contacto. pero tambien 
una accion translaminar, pudiendo llegar e! centro de la hoja manteniendo un 
medio no propicio para ia proliferaci6n de patogenos. Esta estructura en los 
insectos tambl6n provoca la Iiberaci6n del dcido gamma aminobutirlco, 
inducl6ndose una migracl6n masiva de iones cloruros al interior de la celulas de 
los Insectos induciendo una paralisis que provoca su muerte. Las otras 
secreciones liticas ya descrltas afectan la estructuras de hifas y unidades 
reproductivas de los hongos. manteniendo una actividad sostenida por espacio 
de 15 dias antes de comenzar a degradarse. 

Los funguicidas tradicionales tienen en sus moI§culas un sitio activo de 
actividad biol6glca. por lo que es mas fScil que los hongos adquleran una 
resistencia y las plagas muten. obteniendo asi resistencia / tolerancia debldo a 
que la plaga esta expuesta a una variable . 

Se realizaron pruebas de campo en distintas plantas afectadas con 
rhizostonia, fusarium. plateado, esclerotinia. botiytis. cancer bacterial, infeccion 
por pseudomonas, todas alias en un grado de avance cuya unica indicacion era 
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^fg(^ntSs;i?^5e'i^a'lizo tratamiento en dosis de 2 kilos de la composicidn 
I'presente invenci6n por hectSrea con dilucidn en hasta 600 litres de agua, 
fue aplicada con bombas espalderas y/o maquinaria, dependiendo de la 
extensibn afectada como tambien del tlpo de vegetal. La evaluaclon se realizo a 
los 2 dias vlsualizSndose una inhlblcion del creclmiento del pat6geno(s) que 
estaba(n) presente en la(s) planta(s), Se mantuvo un control de la experiencia 
por espacio de 26 dIas. determlnandose que al dia 21 la acclon de la 
composici6n comenzada a decaer, manifestSndose un creclmiento de los 
pat6genos y/o nueva reinfeccidn. obteni6ndose al dIa 26 un control inferior al 
60% de la poblacion de fitopat6genos. Este margen de control pennitid para 
fines comerciales establecer una dosis de acci6n curativa de 2 kilos de la 
composici6n formulada con dilucion en cualquier tlpo de agua de hasta 600 
litros, brindando un efecto residual de 20 dias. 

Curativa y preventiva: En cultivos que historicamente habian tenido perdidas 
por ataques fungobacterianos, a pesar de uso de funguicidas qufmicos, se aplico 
la composlcibn de la presente invencidn en dosis de 1 kilo por hectSrea con 
mojamiento de hasta 600 litros de agua. En semillas se estableci6 que el 
porcentaje historico de caida de plantas por ataques de complejos de hongos 
(dumping off) se redujo de 40% a 5% con el uso de la composici6n. En cultivos 
mayores (frutales) y menores (hortalizas). se establece que aplicando la 
composici6n de la presente invencion dos o tres dias antes de una lluvia y/o 
inmediatamente posterior a ella se reduce el porcentaje de ataque de hongos 
oportunistas (oidio. bottytis. midiu. esclerotinia. cladiosporum) de un 90% a 3% 
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^^^^^c^|6h|^4oteniendo. el control por espacio de 20 dias 



La accion curativa y preventiva de la composici6n de la presents invencl6n es 
frente a fitopatogenos unlcos o asoclados a complejos de hongos y/o 
asoclaclones hongo bacterlas, tales como botrytis, oldio, plateado. enrollamlento 
clorbtico, rhizostonla. ralz corchosa, cancer bacterial, cladlosporum, fusarium. 
pudrici6n dcida. armllarla. taplar cerasi, monlllnia, verticlllium. roya, 
agrobacterium tumefaclens, citosporiosls. wllsonomyce carpophllus. 
phytophthora, elsinoe veneta. septoria rubi. fumagina, didymella sp, erwinia sp, 
altemaria sp. sclerotinia. mildiu. macrophomina sp. bacterios aeroblcos y 
anaerdbicos sensibles a la esfreptpmicina, en general macrolldos, ciclosporinas 
en particular y/o al extracto de Rubus sp. 

La acci6n preventiva de la composlcion de la presente Invencion se obtiene al 
desnaturalizase las enzimas funguicldas, las especies de Trictiodemias ya han 
colonizado el area y comienzan su acci6n anlagonica frente a poblaciones de 
hongos que pudieron quedar como tambien evitando la nueva re infestacidn de 
estos por espora que pudieran llegar por factores ambientales y/o por labores de 
labranza. 

La accidn insecticida o entomocida de la composici6n de la presente 
invencion esta descrita para las especies de lepidoptera como rhyacionia 
buoliaria.y otros insectos pat6genos como por ejempio margaroe sp, de cicio 
larval completo o incompleto sensibles a las exotoxinas llberadas por la 
composici6n. Estas infectan el huevo haciendolo no viable, pudiendo incluyo 
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La composici6n de la presente invencion que comprende dos o mas 
especies de Trichoderma activos y vivos en distintas etapas de crecimiento 
vegetative junto a ias secreclones contenidas en el nutriente previamente 
hidratado con una concentraci6n de extracto hidroalcoholico de Rubus sp., que 
pasa a llamarse exclpiente blol6glco actlvo permite un: 

Control de fitopatogenos medulares y/o vasculares, bacteriales aislados o en 
complejos, hongos aislados o en complejos y/o complejo de hongos bacterias, 
solo por apllcaclones follares y riego por goteo, sin necesldad de realizar 
perforaciones para introducir producto. 

Control secundario sobre nematodes a! aumentar ia mesa radicular de las 
plantas y al bajar tambi6n medio grado de temperatura de gestacion de los 
nematodes. 

Control de fitopatogenos aereos por aplicaclones foliare, bacteriales 
aislados o en complejos, hongos aislados o en complejos y/o complejos de 
hongos bacterias. Se realizaron aplicaclones para determlnar dosis. espectro de 
acci6n y residualldad del producto formulado. La presencia de estreptomicina y 
de los principios activos contenidos en Rubus sp, resultaron a nivel de 
laboratorio los responsabies del control bactericida y bacteriostatico . A medida 
que avanza el daflo en una planta y o fruto producto de la infectaci6n primaria 
de un hongo, nomialmente es campo fertil para que lleguen a cohabitar otros 
organismos oportunistas. incluidos insectos. Las pruebas realizadas en campo 
con una dosis de 1 a 2 kilos (segun gravedad del ataque, siempre con dilucion 
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hect^irea aplicada con bomba espaldera y/o maquinara directamente a follaje y 
fruto, permitio verificar la accion erradlcadora de la composlcion, la cua! se 
mantuvo por espacio de 20 dies. 

Control de fitopatogenos radiculares en apllcaclones de riego por goteo, 
bacteriales aislados o. en complejos, hongos alslados o en complejos y/o 
complejo de hongos bacterias. 

Control de fitopat6genos radiculares bacteriales, hongos y/o complejos de 
hongos bacterias: Lo nfiismo que para el control de fitopatogenos medulares y/o 
vasculares, pero en este caso la apllcacion se realize via riego cintas o. riego 
tecnificado. 

Control de fitopatogenos medulares y/o vasculares, bacteriales, hongos y/o 
complejos de hongos bacterias: Igual que para el control de fitopatogenos 
medulares y/o vasculares. aqui ta aplicacion es 2 kilos por hectarea, con 
mojamiento a follaje y tronco. 

Control secundario sobre nematodes: Esta ampliamente documentado que 
los Trichodermas iiberan en forma sostenida ^cido gibrelico, este es un promoter 
importante de mitosis y meiosis. por lo cual en las plantas se obtlene una mayor 
masa radicular, que para una poblacion constante de nematode se traduce en un 
control secundario de este, por otro lade el micronutriente. contenido en la 
dilucion acuesa. logra bajar en medio grade la temperatura, per lo un porcentaje 
de huevos de nematodes no son vlables. 

La composlcion de la presente invencion puede aplicarse a plantas. arboles 
y/o frutos en forma de polvo seco, mediante tecnica de voleo, en impregnacion 
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maquinas pulverizadoras y maquinaria electrostatica. Dependiendo de ia 
severidad del ataque la dosis son 1 kilo hectarea o 2 kilo hectares, por cada 600 
Iltros de agua. 

Ademas se describe un metodo para proteger plantas, suelos. semillas, 
^rboles y/o frutos contra el dafto de una peste de insectos. bacterias, hongos, 
virus y/o comblnacl6n de dos o m^s de estos agentes, que comprende plantar 
una planta o arboles transgenicos que expresan una sustancia especifica de 
naturaleza entomiclda. funguicida. bactericlda, bacteriostatico, nematrclda y/o 
otras enzimas propias de los Trichodernnas, mediante el uso de plasmidios 
incorporara las plantas los genes de tres especies de Trichodermas. 

Tambi^n se describe una pintura cicatrizante de poda a base de latex 
incluyendo una pasta para ser dllulda en agua al momento de su uso, 
transformandose en una pintura y su procedimiento de preparacion, la cual se 
obtiene por cualquler via una base de Idtex. que puede o estar adicionado el 
color, pero debe estar libre de funguicidas qufmicos. luego por cada 60 iitros de 
base I^tex libre de agentes funguicidas, se adicionan 100 gramos de la 
composici6n de la presente invenci6n que comprende una mezcia de dos o mas 
especies de Trichodermas en distlntas fases de crecimiento vegetative y 
metabblico, mSs espedficamente una mezcia de tres especies de Trichoderma, 
contenldas en un soporte nutritive micro' ionizado y se Integra, se revuelve por 
cualquler metodo (incluldo el manual) hasta obtener una solucion homogenea. 
Definido el color que se dara al latex se agregan 10 gramos de coloi-ante vegetal 
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Dependiendo de la tonalidad que se requlera, ia cantidad de colorante puede 
subir o bajar. 

La composicion de la presente invenclon se obtlene por un procedimiento 
de preparaclbn que comprende: 

a) Siembra Inicial sobre bandejas que contlenen el micro nutriente, micro 
ionizado esterll e hldratado en un extracto hidroalcoholico de Rubus sp, con tres 
especies de Trichodernias a la forma de prop^gulos madres en la proporcion de: 
Trichoderma Harziano 50%. Trichoderma Viridae 30% y Trichoderma 
Longibratum (ya irradiado), 

b) Rangos criticos, el cultlvo se maneja dentro de los siguientes ranges. pH 5 
con temperatura de "iT C a 22 °C. con exposiciones de foto periodos 
interrumpidos, 

0) Capacidad del nutriente de absorber, contener y entregar (en solucl6n acuosa) 
las secreclones volatiles product© de ia repulsion mutua de las especies 
Harziano y Viride y las no volatiles de Trichoderma Longibratum junto a su 
capacidad antibacteriana aportado por las sustancias de naturaleza bactericidas 
bacteriostaticas contenidas en el extracto hidroalcoholico de Rubus sp, 
d) La presencia de Trichoderma Longibratum en el cultivo permite una liberacibn 
controlada de secreclones antagonicas y de caracter fungi entomocidad 
bactericidas bacteriostaticas por parte de el y de las especies de Trlchodermas 
Viride y Harziano, evitando que se anlquilen entre si y manteniendo un 
crecimiento vegetativo en todas sus fases de desarrollo y con todas sus 
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„.^..3Wnietab6licas de las tres especies en el micro nutriente que contienen 
"extracto hidroalcoholico de Rubus sp. 
e) La cosecha de la biomasa generada implica la recolecclon total de esta por 
medio mec^nlco. entre los dfas 4 y 7, su resiembra se hace desde este punto 
utilizando material vivo en todas sus fases de crecimiento vegetative a! 1% o- 
mas con respecto al nutriente ya hidratado sobre bandejas de cultivo. 

Un metodo para proteger plantas. suelos, semillas arboles y/o frutos 
contra el dafio de una peste de insectos, bacterias. hongos. virus y/o una 
combinaci6n de dos o mas de estos agentes, que comprende plantar una planta 
o Arboles transgenico, que expresan una sustancia especifica de naturaleza 
entomocida, funguicida, bactericida bacteriostatico, nematicida. y/o otras 
enzimas propias de los Trichodermas dentro de un area en la que puedan 
presentarse dichas pestes. 

Ademas en la presente invenclon se describe un metodo para producir 
progenie transgenica de una planta parenteral transgenica. que comprende 
incorporar en forma estable y permanente dentro del genoma de la planta una 
molecula de ADN y o ARN que comprenda una secuencia de nucledtidos 
codificantes de una proteina especifica de Trichoderma de acuerdo con la 
presente invencion. en el cual se transforma dicha planta parenteral con un 
casete de expresion o molecula vector y transferir el caracter de funguicida 
.entomocida (fases adulto como larvales), bactericida bacteriostatico a la 
progenie de dicha planta parenteral trangenica involucrando tecnicas conocidas 
de mejora de plantas. 
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tambi6n en la presente invenci6n se describe un metodo para 
identificar la actividad de insectos, hongos, nematodos, bacterias y 
combinaciones de estos agentes que comprende : 

a. Crecimiento de una o mas cepas de Trichodermas ( incluyendo Harziano, 
Viride . Longibratunri) en. un cullivo. pudiendo o no estar presente el extracto de 
Rubus sp., o cualquler extracto vegetal de naturaleza bactericida bacteriostatico, 

b. Obtener fracclones solidas, liquidas y/o secreciones volatlles . 

c. Permite que larvas de insectos .bacterias, virus . hongos entren en 
contacto y/o se alimenten de dicha fraccion del cultivo y 

d. Determinar la mortalldad. 

Ademas en la presente invencion se describe |jn metodo para producir 
y/o fomnular cualquier producto funguicida bactericida bacteriostatico de amplio 
espectro con accion foliar, radicular, vascular y sobre frutos (incluso ya 
cosechados) usado en fase preventiva y/o cu. ativa incluso sobre tierra desnuda 
y/o compost incluyendo cualquier superficie que permita el crecimiento vegetal 
en base a la mezcia de dos o mas especies de Trichodermas que comprende: 

a) el crecimiento de una o mas cepas de Trichodermas (incluyendo viride, 
harziano y longibratum) sobre un cultivo s6lido, 

b) la eleccion de avena como materia prima y/o cualquier derivado de esta en 
forma pura o en mezcia en cualquier proporcion, capaz de disparar el 
crecimiento de dos o mas especies de Trichodemia, pudiendo o no contener un 
extracto hidroalcoholico de Rubus sp y/o extracto vegetal o de cualquier origen 
con.potencial bactericida bacteriostatico que no afecte el crecimiento de los 
Trichodennas, con similares propiedades. 



BEST AVAILABLE COPY 




cdnhprende dos o mas especies de Trichodermas naturales o modificadas 
gen^ticamente. por m6todos radiactivo u otra forma, cepas madre de especies 
y/o sub especies de Trichodermas naturales o de laboratorio, a la cual se 
adiclona un extract© hidroalcoholico total de Rubus sp, o algunos de sus 
componentes , en mezcia con sustancias naturales y/o quimicas tendientes a 
obtener una propiedad bactericlda bacteriost^tica y/o preservante, siendo dicha 
composicl6n: 

a. Una composlci6n formulada sobre la base de dos o mas cepas de 
Trichodermas, con adiclon de cualquier sustancia sintetica, organica, 
inorganica. incluyendo los preservantes y/o prepulsores de estas 
sustancias destlnada a dar una caractenstica bactericlda bacteriost^tica 
y/o cualquier sustancia funguicida en dosis menores a las necesarias para 
matar el cultivo de Trichodermas, o sustancias funguicidas a las cuales 
las especies de Tnchodemias seleccionadas resulten inmunes, perp lo 
suficientemente potente para otorgarle un car^cter de funguicida a dicha 
preparaci6n. como tambi^n la incorporaci6n de sustancias de cualquier 
origen y naturaleza y/o inductoras de accion bactericlda bacteriost^tlca ( 
incluyendo penlcilina como extracto Impuro del hongo prepulsor y o de 
procedencia comercial, macrolidos neomacrolidos, ciclosporina y 
cualquier otra familia terapeutica de bactericida bacteriostaticos 
funguicida ya disponible en el mercado o que pudiera estar disponible en 
los proximos anos). 
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una presentaci6n comerclal separada, pero deben ser mezcladas al 
momento de ser usada en fomia inmediata o en un plazo no mayor a los 
45 dfas post aplicaci6n de la primera especle, todo esto con el fin de 
conseguir un espectro de accl6n mas ampllo al otorgado por una especle 
cualquiera que sea esta y de cualquier origen posible en cualquier fase de 
crecimlento vegetativo, pudlendo o no contener agentes que le otorguen 
las propiedades adiclonales de bacterlcida bacteriostatico 
La presente Invencl6n ademas se refiere a una formulacion funguicida 
bactericjda bacterlostatica de amplio espectro con acclon sobre hongos y/o 
bacterias que son responsables de enfermedades fungosas y/o bacterlosis sobre 
humanos y/o animates, como tambien sobre bacterlosis y/o hongos que pueden 
infectar alimentos, evitando asi su crecimlento y/o en fase curativa sobre 
bacterias y/o ya instalados. usado en fase preventlva y/o curativa, la cual 
consiste en una presentacion comercial para reposteria que permite introducir 
una o mds cepas de Trichoderma vivas y/o extracto de estas teniendo como 
principlo actlyo lactones en una concentraci6n suficientes que permitan inhiblr el 
crecimlento de hongos ( como por ejempio penicilinium y otros ) sobre el pan en 
particular y masa en general, una vez cocinado, alargando asi su vida util. 

Ademas se refiere a una presentacion comercial para su uso en medlcina 
humana, que puede contener como principlo active una o mas especies vivas de 
Trichodennas . extractos de estas (lactonas), combinacion de ambas y/o 
lactonas de cualquier origen (sintetica o extractos organicos puro y/o impuros) en 
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comprimidos. capsulas, colutorios, soluciones oftalmlcas y otros aceptados en 
farmaco t6cnica y a concentracibn suficlente que permitan realizar una accion 
preventiva y o curativa sobre (os hongos responsables de enfermedades en 
humanos, nnamiferos en general, aves y peces. 

EJEMPLO 1 

Procedlmiento de preparacion de la composicion que comprende dos o mas 
especles vivas de Trichodemia. 

Se identifican y seleccionan las cepas de Trichoderma vjrlde. Trichoderma 
Longibratum y Trichodenma Harzlano, posteriormente se precede a cultivarlas en 
un bloreactor tradicional alimentado con glucosa - maltosa para obtener una 
solucion acuosa rica en secreciones pero pobre en biomasa de Trichodemias y 
luego se realizo un tamizado que permltid recoger las esporas presentes en este 
cultlvo. 

Las esporas de estos hongos fueron cultivadas sobre una capa de avena 
previamente esterilizada por medio de una exposlci6n contrclada de microondas 
y levemente hidratada hasta llegar a aislar en frascos separados cada especie. 

Para evitar la aniquilacion de las especies al estar cohabitando juntas en 
el cultlvo, se realizo una transfonnacion mediante la exposicion a radiacion de la 
cepa de Trichodemia Longibratum, transformandola por seleccion inducida en 
una cepa resistente a las secreciones funguicidas que llberan las dos especies 
de Trichodermas que contiene el producto final. Mas especificamente, las 
especies madres de Trichoderma Longibratum fueron sometidas a micro 
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caracterlstlcas Cinicas, 

Posteriormente al sustrato se incorpora extracto de Rubus sp, en una 
concentraci6n no inferior a 0,68 mg/ml. 

EJEMPLO 2 

Composici6n que comprende dos o m^s especies vivas de Trichoderma. 

Composicion que comprende Trichoderma Harziano, Trichoderma Viride y 
Trichoderma Longibratum en las proporciones: 10:20:70 o 99:05:05. 

EJEMPLO 3 

Procedimiento de preparacion de la composicion a base de latex y de dos o mas 
especies vivas de Trichoderma. 

Se mezclan 60 litres de una base de l^tex, que puede o estar adicionado 
el color, con 100 gramos de la composici6n del ejempio 1 y se revuelve por 
cualquler m§todo (incluido el manual) hasta obtener una solucion homogenea. 
Definldo el color que se dara al latex se agregan 10 gramos de coiorante vegetal 
y/o organico y/o inorganico previamente disuelto en 1 litre de agua caliente. 
Dependiendo de la torialidad que se requiera, la cantidad de coiorante puede 
subir 0 bajar 

EJEMPLO 4 

Composici6n a base de latex que comprende dos o mas especies vivas de 
Trichoderma. 
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; Composici6n a base de latex que puede o no estar adiclonado el color, que 
comprende per cada 60 lltros de base latex 100 gramos de la composicl6n del 
ejempio 1 . 
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REIViNDICACIONES 

1. - Composicl6n bactericida, bacteriost^tica y fungicida 
CARACTERI2ADA porque comprende dos o mas especles vivas de 
Trichodermas. 

2. - Composlci6n de acuerdo con ia reivindlcacron 1 CARACTERIZADA 
porque comprende dos o mas especies de Trichodemias naturales o 
modificadas gen^ticamente, cepas madre de especies y/o sub especies de 
Trichodermas de cualquier origen natural o de laboratorio, vivas y activas en 
cualquiera de sus fases de crecimiento vegetative, esporas micelio. fraccionado 
o en distintas proporciones. 

3. - Composlcl6n de acuerdo con la reivindicaclones 1 a 2 
CARACTERIZADA porque comprende dos o mas especies de Trichodermas 
seleccionadas entre Trichoermas harzianum. viride. polysporum, longibratum. 
koningli y variaciones de estas obtenidas en laboratorio identificadas como T22, 
Tr 115, Tr 116.KRL-AG2 (RIfai). incluyendo holoformas como Hypocrea y 
Podostroma. 

4. - Composicion de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 3 
CARACTERIZADA porque comprende tres especies vivas de Trichodermas. 
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^^^P^5*- Composicion de acuerdo con la reivindlcaciones 1 a 4 
CARACTERI2ADA porque comprende tres especies vivas de Trichodermas 
seleccionadas de las cepas Trichoderma viride, Trichoderma Longibratum y 
Trichoderma Harziano. 

6. - Composicibn de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 5 
CARACTERIZADA porque las tres especies vivas de Trichodermas se 
encuentran en las proporciones: 10:20:70 o 99:05:05. 

7. - Composicion de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 6 
CARACTERIZADA porque comprende las tres especies vivas de Trichodermas y 
un extracto vegetal de naturaleza bactericide bacteriost^tlco. 

8. - Composicion de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 7 
CARACTERIZADA porque el extracto es un extracto hidroalcoholico de Rubus 



9.- Composici6n a base de latex para pintura cicatrizante de poda 
CARACTERIZADA porque comprende una base de latex, que puede o tener 
adiclonado el color, y una composicion de acuerdo cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8. 



sp. 
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10. - Composicion de acuerdo con la reivindicacibn 9 CARACTERIZADA 
porque comprende aproximadamente 60 litres de dicho latex y 100 gramos de 
dicha composici6n. 

11. - Uso de la composicion de acuerdo con las reivindicaclones 1 a 10 
CARACTERI2AD0 porque sirve para proteger plantas, suelos, semillas. arboles 
y/o frutos contra el dano de una peste de insectos, bacterias, hongos. virus y/o 
una combinacidn de dos o mas de estos agentes. 

12. - Uso de la composicion de acuerdo con las relvindicaciones 1 a 11 
CARACTERI2AD0 porque se aplica en forma de polvo seco o en forma de 
solucion acuosa. 

13. - Uso de la composicibn de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 12 
CARACTERIZADO porque la aplicaclbn se reallza medlante t6cnica de voleo, en 
Impregnacl6n de semillas, directamente a las plantas, incorporado a tanques de 
fertl-riego, por medio de maqulnas espalderas, maquinas pulverizadoras y 
maquinaria eiectrostdtica. 

14. - Uso de la composicion de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 13 
CARACTERIZADO porque la dosis aplicada es de 1 kilo hectarea o 2 kilo 
hectarea, por cada 600 litres de agua. 

15. - Uso de la composicion de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 10 
CARACTERIZADO porque sirve como funguiclda bactericida bacteriostatico de 
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amplio espectro con accion sobre hongos y/o bacterias que son responsables de 
enfermedades fungosas y/o bacterlosis sobre seres humanos y/o animates y/o 
alrmentos. 



16.- Uso de la composlcion de acuerdo con las reivlndicaciones 1 a 15 
CARACTERiZADO porque puede ser utilizada en la fase preventive y/o en la 
fase curativa. 



17. - Procedimiento de preparaclon de la composicion de acuerdo con las 
reivlndicaciones 1 a 7 CARACTERIZADO porque comprende una siembra inlcial 
sobre bandejas que contienen el micro nutriente hidratado en un extract© 
vegetal, con dos o m^s especles de Trichodemias a la forma de prop^gulos 
madres y la cosecha de la biomasa generada por medios mecanlcos. 

18. - Procedimiento de preparacibn de acuerdo con la reivindlcaci6n 17 
CARACTERIZADO porque la siembra comprende tres especies de 
Trichodermas a la forma de propagulos madres. 

.19.- Procedimiento de preparacion de acuerdo con la reivindicacion 18 
CARACTERIZADO porque las tres especies de Trichodermas son seleccionadas 
de las cepas Trichoderma viride. Trichoderma Longibratum irradiado y 
Trichoderma Harziano. 
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20.- Procedimiento de preparaci6n de acuerdo con las reivindicaci6n 19 
CARACTERI2AD0 pdrque la proporcl6n de las tres especles es de 50% de 
Trichoderma Harziano, 30% de Trichoderma Virldae y 20% de Trichoderma 
Longibratum. 
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